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Resumen: 
En esta línea de investigación se estudian 
y analizan diferentes técnicas de 
clasificación, segmentación y extracción 
de contornos de imágenes digitales, en 
particular se centra la atención en las 
líneas de investigación que utilizan el 
algoritmo DeepMask, algoritmos 
evolutivos y redes neuronales. Se 
presentan aquí algunos resultados 
preliminares y se pretende aplicarlos a 
imágenes obtenidas mediante 
microscopios, específicamente a aquellas 
parametrizadas según la técnica de 
Micronúcleos y Ensayo Cometa, ambos 
empleados por el Laboratorio de 
Citogenética General y Monitoreo 
Ambiental de la UNaM-IBS-CONICET 
para la detección de daños celulares. 
 
Palabras claves: imágenes digitales, 
microscopio, patrones de imágenes, 
algoritmos de segmentación, extracción de 
contornos, redes neuronales, clasificación 
de imágenes.  
 
Contexto: 
La línea de investigación en que se 
enmarca el proyecto corresponde a la 
propuesta de tesis para acceder al título de 
Magíster en Tecnologías de la Información 
dictado conjuntamente por la Universidad 
Nacional de Misiones (UNaM) y la 
Universidad Nacional del Nordeste 
(UNNE). Se diseña según lo relevado en el 
Laboratorio de Citogenética General y 
Monitoreo Ambiental que se emplaza en la 
UNaM. El área de Monitoreo Ambiental 
analiza el daño genético en organismos 
acuáticos y su impacto sobre la salud 
humana como consecuencia de la 
exposición a contaminantes urbanos e 
industriales presentes en los ríos y arroyos 
de la Provincia de Misiones. Actualmente 
se aplican dos técnicas específicas: el Test 
o Técnica de Micronúcleos y Ensayo 
Cometa o Electroforesis en gel de células 
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individuales, a muestras tomadas del Río 
Paraná, por ejemplo [1]. Para facilitar el 
trabajo del Laboratorio, se propone 
investigar la posibilidad de aplicar técnicas 
de clasificación, segmentación y 
extracción de contornos de las imágenes 
digitales producidas por microscopio. 
 
Introducción: 
Descripción de actividades del Laboratorio 
de Citogenética General y Monitoreo 
Ambiental, Instituto de Biología 
Subtropical; Facultad de Ciencias Exactas, 
Químicas y Naturales; Universidad 
Nacional de Misiones; CONICET 
(UNAM-IBS-CONICET): 
El Laboratorio de Citogenética General y 
Monitoreo Ambiental inició sus 
actividades en el año 1989, dedicándose a 
estudios citogenético-evolutivos en 
diferentes modelos animales con principal 
énfasis en peces neo tropicales de agua 
dulce. Luego se incorporó la línea de 
citogenética humana, prestando servicios 
de diagnóstico en convenio entre la UNaM 
y el Instituto de Previsión Social de la 
Provincia de Misiones (IPS). Y a partir del 
año 1993 se incluyó la línea de 
mutagénesis y monitoreo ambiental, que 
tiene como objetivos estudiar el impacto 
de contaminantes en ambientes naturales y 
en bioensayos de laboratorio a través de 
técnicas citogenético-moleculares. 
Actualmente, el laboratorio está 
constituido por su director, el Dr. Alberto 
Fenocchio; docentes-investigadores: 
Mgter. Cristina Pastori, Dra. Jacqueline 
Caffetti y Lic. Héctor Roncati; así como 
tesistas, becarios de grado y postgrado: 
Lic. Ulises Pioli, Lic. Melina Maldonado y 
los alumnos Angemara Rau y Sergio 
Müller. 
El laboratorio en su línea de investigación 
referida a agentes contaminantes acuáticos,  
aplica técnicas específicas de genética 
toxicológica, como el Ensayo Cometa o el 
Test de Micronúcleos. Estos denominados 
“biomarcadores genéticos” [1], son útiles 
como señales de alerta temprana en cursos 
de agua contaminados y, por lo tanto, su 
análisis resulta de interés predictivo en 
evaluaciones de estado de calidad de 
cursos hídricos y manejo de cuencas. 
En el test de Micronúcleos, los protocolos 
aceptados internacionalmente exigen el 
recuento de 1000 a 2000 células por 
individuo (considerándose al menos el 
análisis de 10-15 individuos por cada sitio 
estudiado). Estas células son clasificadas 
en distintos subtipos de acuerdo al daño 
que presenten, por ejemplo: células 
normales, células con micronúcleos, y otro 
grupo denominado células con alteraciones 
de la morfología nuclear que a su vez 
incluyen: núcleos con lobulaciones, con 
muescas, con hendiduras, en forma de 
ocho, con gemaciones, con puentes, 
binucleadas, entre otras. Este análisis debe 
hacerse mediante el uso del microscopio, 
recorriendo todo el preparado en el mayor 
aumento (100X), según los protocolos de 
referencia [2, 3, 4]. 
El Ensayo Cometa, es otra técnica donde 
se cuentan 100 células por cada individuo 
(de un total de 10-15 individuos por 
tratamiento). Estas 100 células se 
clasifican en 5 clases dependiendo de la 
intensidad de fluorescencia y el largo de 
las “colas de los cometas” que son 
equivalentes a la cantidad de ADN 
fragmentado o con daño: Clase 0 (sin 
daño, es decir, no tiene cola); Clase 1 
(tamaño de la cola hasta una vez el 
diámetro de la cabeza); clase 2 (tamaño de 
la cola hasta dos veces el diámetro de la 
cabeza); clase 3 (tamaño de la cola hasta 
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tres veces el diámetro de la cabeza) y clase 
4 (casi todo el ADN aparece fragmentado 
en la cola). 
El registro y clasificación de estos tipos 
celulares se hace manualmente Una vez se 
clasifican todas las células en las 5 clases, 
debe calcularse escore de daño por cada 
individuo y, a su vez, por cada tratamiento 
(promediando los datos de los 10-15 
individuos). 
El registro manual que lleva adelante el 
Laboratorio, incluye anotaciones en 
cuadernos del número de células en cada 
clase y luego pasar los datos a una planilla 
de Excel para el cálculo del score o ID.  
Actualmente cuando se habla de 
tratamiento de las imágenes digitales, se 
pueden citar un gran número de técnicas y 
desarrollos que se encuentran en constante 
perfeccionamiento, entre ellos la capacidad 
de segmentación y clasificación de una 
imagen tratándola como un objeto. La 
segmentación semántica a nivel de 
instancia o la segmentación de instancia, 
por ejemplo, es la tarea de detectar y 
segmentar conjuntamente instancias 
individuales de objetos en una imagen [6]. 
La extracción de contornos en imágenes 
digitales es una operación que facilita 
también los procesos de segmentación e 
identificación de patrones, tanto para 
tareas de reconocimiento e interpretación, 
como también de clasificación de objetos 
[7]. 
Se inicia la investigación con la 
posibilidad de obtener imágenes digitales 
en el Laboratorio de Citogenética General 
y Monitoreo Ambiental a través del uso 
del microscopio y una cámara. El objetivo 
del procesamiento digital de dichas 
imágenes, que se plantea en esta 
investigación, es extraer información útil 
que pueda parametrizarse según las 
técnicas de Test de Micronúcleos o Ensayo 
Cometa. 
 
Líneas de Investigación y Desarrollo: 
Para el Test de Micronúcleos se propone 
investigar la posibilidad de brindar un 
tratamiento de imagen que logre el corte 
del recuento al alcanzar el total de células 
requeridas (1000 o 2000 según 
corresponda) y a la vez de permitir 
codificar cada uno de los subtipos 
celulares en una misma plantilla donde 
finalmente se calculan tanto los totales de 
células analizadas en cada clase como las 
frecuencias finales de cada grupo. 
Actualmente, las líneas de investigación 
son: identificación y detección de 
imágenes a través de la detección de 
contornos según la propuesta de R. Katzy 
y  C. Delrieux [8]. Básicamente, un 
operador gradiente, herramienta utilizada 
para la detección de las variaciones en los 
niveles de intensidad que pudieran 
corresponder a los contornos de interés. Y, 
red neuronal convolucional (CNN) única 
para generar cuadros de delimitación, 
máscaras de segmentación y clasificar 
objetos en paralelo, utilizando el algoritmo 
DeepMask [6]. Investigación en la que una 
CNN profunda aprende a generar máscaras 
de segmentación de objetos a partir de una 
imagen de entrada.  
 
Para la mejora del Ensayo Cometa en test 
de fluorescencia (captura, clasificación, 
conteo y gestión de los resultados) se 
usarán técnicas digitales que combinan 
algoritmos matemáticos y 
computacionales que incluyen fuzzy logic 
[15], redes neuronales [16] y gestión del 
conocimiento [17]. La captura en este 
momento se realiza a través de cámaras 
digitales sobre el microscopio, en un 
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espacio de total oscuridad para que el 
reactivo aplicado presente la fluorescencia. 
Se propone tratamiento de estas imágenes 
de tipo .jpg, a través de técnicas digitales  
y/o control predictivo con Modelo MPC 
para la clasificación [20] y conteo. Con 
esta  clasificación, junto al score y 
aplicando gestión del conocimiento [17], 
se intentará ver la evolución de los daños 
en ADN, o bien, poder predecir 
compatibilidad en prótesis de acuerdo a 
aleación de metales en cada individuo. El 
objetivo del Modelo MPC consiste en el 
hallazgo de una trayectoria futura de la 
variable manipulada u. Es decir la 
implementación de un algoritmo de 
control predictivo en espacio de estados. 
Esto se logra utilizando un modelo de 
predicción que describe el comportamiento 
de las variables del proceso a controlar, el 
cual reside en el controlador [18].  
Las predicciones dependen de los valores 
conocidos hasta el instante ki y de las 
señales de control futuras. La solución al 
problema devuelve un vector que contiene 
las acciones de control futuras cuya 
dimensión depende del horizonte de 
control, sin embargo, solamente el primer 
elemento de este vector debe ser enviado a 
la planta. Este proceso se vuelve a repetir 
para cada instante ki. 
 
Resultados obtenidos/esperados: 
Hasta el momento, se estudiaron y 
analizaron diferentes fuentes de 
información para definir aquellas técnicas 
de clasificación de imágenes, incluso 
aquellas capturadas por microscopio, que 
tienen menor margen de error en cuanto a 
la detección de objetos y por consiguiente, 
menor intervención humana a la hora de 
procesarlos [9,10,11,12,13,14]. 
Se espera al finalizar la investigación, el 
desarrollo de un prototipo basado en la 
técnica de manipulación de imágenes que 
más se adapte a las especificaciones del 
Laboratorio de Citogenética General y 
Monitoreo Ambiental de la UNaM-IBS-
CONICET en la detección de daños 
celulares, planteando como línea de 
investigación futura, la posibilidad de 
trabajar en otros proyectos que 
actualmente se llevan a cabo en dicho 
Laboratorio. 
 
Formación de Recursos Humanos: 
Este proyecto de investigación forma parte 
del desarrollo de dos tesis de posgrado, 
correspondientes a la carrera de Magíster 
en Tecnologías de la Información dictada 
por la Universidad Nacional de Misiones y 
la Universidad Nacional del Nordeste. 
Cada tesis tiene como estudio de caso una 
técnica de análisis utilizada en el 
Laboratorio, es decir, una tesis trabaja con 
el Ensayo Cometa y la otra con el Test de 
Micronúcleos. La tesis que hace referencia 
al Ensayo Cometa se encuentra bajo la 
dirección de la Dra. María Inés Pisarello, y 
la tesis que se vincula al Test de 
Micronúcleos es dirigida por el Dr. Nelson 
Acosta.  Se articulan con la línea de 
investigación de la Becaria Postdoctoral 
del CONICET (Consejo Nacional de 
Investigaciones Científicas y Técnicas) en 
el Instituto de Biología Subtropical 
(UNaM-IBS-CONICET) que lleva 
adelante la codirección de ambas tesis.  
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